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第１章  序論 
 
１－１ 肝線維化と肝星細胞 
 肝臓は自己再生能をもつ腹部実質臓器であり、ビリルビンや脂質、ホルモン、
そしてアルコールなどの代謝、蛋白質やアミノ酸合成、さらには糖新生などの
生体内の重要な生命反応を行っている 1。その大部分は肝臓の肝細胞によって担
われるが、肝細胞が機能を果たすために微小環境を整える細胞群が存在し、肝
臓非実質細胞と総称される。その主な構成細胞は、肝臓の毛細血管内皮である
類洞内皮細胞、肝類洞内血流の調節やビタミン A の貯蔵をする肝星細胞、肝臓
のマクロファージである Kupffer 細胞、そして胆汁を輸送する胆管の胆管上皮
細胞などから成る。1984 年、本邦の和氣らが培養肝星細胞からⅠ、Ⅲ、Ⅳ型コ
ラーゲンが分泌されることを明らかにして以来 2、肝実質細胞ではなく肝星細胞
が肝線維化において中心的役割を果たしているとの理解が進んできた。19 世紀
に肝星細胞は発見されたが、Kupffer 細胞との混同や、諸家の報告での星細胞
の名称に統一性の欠如があり（  fat-storing cell、 pericyte、 lipocyte、
parasinusoidal cell など ）、肝細胞の研究と比較すると研究の進歩は緩徐であ
った。本邦では、肝星細胞を伊東細胞（ Ito cell ）と称していたが 3、1996 年、
hepatic stellate cell に統一され、現在では多くの研究が盛んに行われている 4。 
肝星細胞は、微細な物質透過のための小孔の多数存在する類洞内皮細胞と、
微絨毛を無数にもつ肝細胞とでできる狭い空間（ Disse 腔 ）に存在している 5。
遊走能や分裂能を有し、類洞を星状に飛び出した細胞突起で取り囲んで血流量
の調節に関与し、ヒトなどの哺乳類では最大のビタミン A 貯蔵場所となってい
る 5。一方、慢性的炎症や酸化ストレス、胆汁うっ滞、肝障害性薬剤などにより
肝臓が障害を受けると、肝星細胞は活性化し静止型から活性型肝星細胞へと変
化し、遊走能や分裂能が増加し、alpha-smooth muscle actin（ α-SMA ）の発
現を増加させ、コラーゲン等の細胞外マトリックスを過剰産生する 6。この細胞
のプロセスを transdifferentiation と呼び、細胞形態も紡錘形の細胞
（ myofibroblast-like cell ）へ変化することが知られている 7。過剰産生された
細胞外マトリックスは、各種の matrix proteinase などの分解酵素で代謝され
るが、慢性的な肝臓への障害の下では、分解量よりも合成量の方が多く肝臓内
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に沈着する。肝細胞壊死が細胞外マトリックスの沈着とともに進行すると、肝
臓は硬く萎縮し、機能は低下し、ヒトでは肝硬変と呼ばれる状態に至る。肝線
維化モデル動物では、線維化刺激を中止すると時間経過とともに線維化が自然
に改善することが多いが、ヒトの肝硬変では慢性炎症を抑制しても病理学的な
線維化の程度がわずかに改善する程度で 8、正常肝臓に戻ることは困難と考えら
れている。現在の臨床では、肝硬変の根本的治療は肝移植に限られており 9、よ
り簡便な新規治療法の開発が求められている。 
近年、活性型肝星細胞の起源については、静止型星細胞から transdifferenti- 
ationにより生じるのみではなく、epithelial-mesenchymal transdifferentiation 
（ EMT ）によって、他の肝臓構成細胞や血液中の細胞などから分化するとの
報告が存在するが 10、比較的最近の知見であり一定の見解は得られていない。
また、活性型肝星細胞は肝細胞癌の増殖を促進することが報告され、活性化の
抑制が発癌や癌の増殖を抑制することに発展していく可能性があり、今後の研
究が注目される 11。 
 
１－２ 肝臓の抗線維化療法研究 
 肝線維化モデル動物を用いて、肝線維化治療薬の研究は古くから行われてき
た。一般的肝線維化モデルとしては、マウスへの四塩化炭素投与モデルや、ラ
ットへのジメチルニトロサミン投与モデル、そして胆管結紮による閉塞性黄疸
に伴う線維化モデルなどが用いられている 12。肝線維化に肝星細胞が深く関与
しているため、抗線維化作用を示す薬剤には、肝星細胞を活性化させるサイト
カインや成長因子の作用経路を抑制や阻害する研究が多い。代表的サイトカイ
ンである transforming growth factor-beta（ TGF-β ）、connective tissue 
growth factor（ CTGF ）、platelet-derived growth factor（ PDGF ）、tumor 
necrosis factor（ TNF ）、vascular endothelial growth factor（ VEGF ）な
どの中和抗体、受容体阻害剤、分泌阻害剤、そして最近では siRNA を用いた
ノックダウン法などが数多く報告されている 13-17。一方、hepatocyte growth 
factor（ HGF ）は、活性型肝星細胞のアポトーシス誘導や増殖抑制に関与し
抗線維化作用を示すとされ 18、insulin-like growth factor-1（ IGF-1 ）の肝臓
への遺伝子導入においても抗線維化作用が報告されている 19。また、肝類洞内
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皮の分泌する一酸化窒素は、肝星細胞の活性化を抑制し抗線維化に貢献すると
される 20。 
今日の臨床で使用される薬剤の中で、研究レベルで肝臓への抗線維化効果を
示すとされるものは少なくない。降圧剤である angiotensin converting enzyme 
阻害薬や  angiotensin 受容体阻害 21、特発性肺線維症の治療薬である 
pirfenidone 22、経口マルチキナーゼ阻害剤で腎細胞癌や肝細胞癌へ適応のある 
sorafenib 23、B 型肝炎ウイルス DNA ポリメラーゼ阻害薬である entecavir 8、
慢性骨髄性白血病や消化管間葉系腫瘍に適応のある imatinib 24、インスリン抵
抗性改善薬である pioglitazone 25、cyclooxygenase-2 選択的阻害薬 celecoxib 
26、伝統的に肝疾患で幅広く用いられているウルソデオキシコール酸 27などを挙
げることができる。また、以前本邦で脳循環改善薬として使用された 
pentoxifylline は、TNF-α 産生抑制により線維化の改善や肝硬変患者の予後の
改善効果が報告されている 28,29。そして、ポリフェノールの一種の resveratrol 
30、ビタミン E 25、漢方薬の一種の curcumin 31、小柴胡湯 32など一般消費者
が市販薬として入手可能な薬剤も知られている。コーヒー 33やカテキン 34など
でも抗線維化作用が報告されている。 
 一方、EMT とも関連するが、骨髄細胞移植が肝線維化改善効果を示すと報告
され 35、現在、山口大学において臨床研究としてヒト肝硬変に対する自己骨髄
細胞移植の研究が進められている。また、ナチュラルキラー細胞も肝星細胞に
対する殺細胞効果で抗線維化作用を示すとの報告を認めている 36。このように、
さまざまな研究が行われてきたものの、肝移植と同様な安全性と有効性とが確
立した治療法は依然として存在しないのが現状である。 
 
１－３ 血小板 
 血小板は、直径約 2 μm の止血機能を担う血球成分である。胎生期には肝臓
や脾臓において造血が行われ、後に造血細胞が骨髄に定着し、巨核球の細胞質
の一部が分画され血小板となる 37。細胞核は存在しないがミトコンドリアによ
る代謝活動を行い、内部に α 顆粒、濃染顆粒、リソソームを持つ 38。それら
の顆粒構造内部にはさまざまな物質が貯蔵され、血小板への刺激によって活性
化し、内部の物質を放出し、細胞の形態は円盤状から偽足突起をもつようにな
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る 39。 
 血小板内部の α 顆粒は、血小板中で最も多い顆粒成分で主に蛋白質成分を
貯蔵している 40。フィブリノーゲンや von Willebrand 因子などの止血に直接
関与する蛋白質のほかに、PDGF 、TGF-β 、VEGF などのサイトカインも含
まれる 41。濃染顆粒は、カルシウム、セロトニン、エピネフリン、adenosine 
5’-diphosphate（ ADP ）、adenosine 5’-triphosphate（ ATP ） などの分子量
の比較的小さい物質を貯蔵している 42。ADP は、種を超えた血小板活性化作用
を持ち 43、濃染顆粒より放出されると、自身や周囲の血小板を連鎖的に活性化
させ止血反応を進めるため、ADP 受容体を阻害する抗血小板薬は広く臨床で用
いられている 44。 
末梢血中血小板数は、血小板増加因子である thrombopoietin（ TPO ）によ
り調節されている。TPO は主に肝細胞で産生されており、血小板数の増加で血
清濃度は低下する 45,46。また、血小板や巨核球は TPO を取り込み、血清 TPO
濃度の調節に関与している 45。特発性血小板減少性紫斑病では、TPO レセプタ
ー刺激剤の臨床使用が行われており、近い将来にはほかの血小板減少症への応
用が期待されている 47。 
一方で、血小板がさまざまな物質を内包することから、血小板の止血機能以
外の生理学的役割についても研究が行われ、創傷治癒、炎症、そして、肝再生
などに関与していることが明らかにされてきている 48-50。 
 
１－４ 肝線維化と血小板 
 ヒト肝硬変では、肝線維化の進行度と末梢血血小板数は強い負の相関がある
ことが知られている 51。その理由として、肝硬変で亢進した門脈圧により脾臓
でうっ血が生じ、血小板が脾臓に貯留すること、あるいは、網内系の発達して
いる脾臓で血小板の破壊が亢進することがあげられてきた 52,53。一方、血小板を
増加させる TPO は肝細胞において産生分泌されているが、肝硬変の肝細胞で
はその産生能が低下し、肝硬変患者では血清 TPO 濃度が正常人より低下して
いるとされており 54,55、また、一部の肝硬変患者で抗血小板抗体による自己免疫
異常で血小板が減少している可能性も指摘され、現在では脾臓機能亢進以外の
メカニズムの解明も進んでいる 56-58。 
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 肝硬変患者における血小板減少症は、重篤な出血傾向をきたすことはまれで
あり、一般的に臨床では経過観察をされることが多い。その治療は、血小板輸
血が適応になることは活動性出血や大量輸血時以外ほとんどなく 59、肝炎ウイ
ルス患者に対するインターフェロン治療時に問題になることが多い。その場合、
現在では脾臓摘出術や脾動脈塞栓術が行われており 60,61、血小板の増加後にイン
ターフェロン治療ができるだけではなく、門脈圧の減少によって肝機能の改善
まで得られるとされている。一方、TPO 受容体のアゴニストである
eltrombopag を血小板が減少した C 型肝炎患者に投与し、血小板増加によっ
てインターフェロン治療を施行できたとの報告があり 62、肝硬変患者における
血小板減少症の治療はより非侵襲的な方法に変化していくと思われる。 
 このように、肝線維化が悪化すると血小板が減少するという密接な関係を認
めていたが、血小板が増加すると肝線維化状態が改善するかについては不明で
あった。Eltrombopag を C 型肝炎患者に投与した検討でも、線維化に関して
は検討されなかった 62。しかし、肝線維化動物モデルへの TPO 投与による血
小板増加によって、肝線維化が組織学的に抑制されることを筑波大学消化器外
科グループが世界で初めて見出した 63,64。続いて、大阪大学のグループによって、
血小板特異的に Bcl-xL をノックアウトすることで血小板減少マウスを作製し、
胆管結紮による肝線維化が血小板減少マウスで悪化し、マウス血小板中の HGF 
が肝線維化に抑制的役割を果たしていると報告された 65。しかし、HGF が肝星
細胞のアポトーシスを誘導し、肝線維化に抑制的であることはそれ以前にすで
に知られており 18、また、ヒト血小板中の HGF 濃度は極めて少ないことが示
されていることから 66、このメカニズムでは血小板増加によってヒト肝硬変の
改善が期待できないと考えられた。そこで、マウスやラットで有効な肝線維化
に対する血小板増加療法が、ヒト肝硬変治療に応用できるかを検討するために、
ヒト由来材料により in vitro で血小板の肝星細胞に対する抑制作用の検討とメ
カニズムの解析を行うことにした。 
 
 
 
 
9 
 
第２章 目的 
 
 本実験では、序論で述べた肝線維化状態と血小板数との関係から、血小板が
肝線維化の主役である肝星細胞の機能に、直接的に抑制的作用を示していると
の仮説を立てた。本実験の目的は、in vitro でこの仮説を検証し、そのメカニズ
ムの一端を探索することとした。 
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第 3章 実験方法 
 
３－１ 細胞培養 
 本実験では、人工肝臓の研究を行っている岡山大学小林直哉博士より、ヒト
不死化肝星細胞株 TWNT-1 の無償提供を受け実験に用いた 67。TWNT-1 は、
東北大学にてヒト肝臓の epithelioid hemangioendothelioma から確立した
LI90 という肝星細胞株に 68、human telomerase reverse transcriptase を導入
し不死化した細胞である。LI90 と同様に、肝星細胞に特徴的なマーカーとされ
る vimentin、α-SMA、Ⅰ型コラーゲン、Ⅲ型コラーゲン、Ⅳ型コラーゲン、
fibronectin、そして  laminin を発現している。細胞培養液は、Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium（ D-MEM, 和光純薬工業株式会社，大阪 ）の高グ
ルコースタイプ（ L-グルタミンおよびフェノールレッド添加 ）に fetal bovine 
serum（ FBS, Gibco, Paisley, United Kingdom ）10 ％ を添加したものを用
いた。抗生物質は添加しなかった。培養条件は、37 ℃ で 5 ％ 二酸化炭素下
で培養した。細胞の継代は、D-phosphate buffered saline（ D-PBS, 和光純薬
工業株式会社 ）に、トリプシン（ Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO ）0.05 ％、
および ethylenediaminetetraacetic acid（ EDTA, 株式会社同仁化学研究所, 
熊本 ）0.02 ％ 添加したものを 37 ℃ に加温し、D-PBS で洗浄した細胞培養
皿に添加し、細胞が剝がれるまで 37 ℃ で 5 ％ 二酸化炭素下に培養した。そ
れを小型冷却遠心機 CF7D2 （ 日立工機株式会社, 東京 ）を用いて遠心（ 500 
g、4 ℃、5 分 ）で沈殿させ、トリパンブルー（ 株式会社同仁化学研究所 ）
0.02 ％ 染色の後に、光学顕微鏡 IX71（ オリンパス株式会社, 東京 ）による
観察下に血球計算板を用いて細胞数を計測した。細胞培養液で目的の濃度に調
整した。TWNT-1 は、上記の条件で培養一週間後に約 10 倍の細胞数に増加し、
10 cm ディッシュに confluent の状態では約 1 × 106 個となった。 
 
３－２ ヒト肝臓からの初代肝星細胞採取・培養 
 ヒト初代培養肝星細胞は、筑波大学附属病院消化器外科で行なわれた肝臓切
除術の手術検体の一部から採取した。手術検体を用いた実験は、筑波大学附属
病院倫理委員会の審査を経ている。本実験で用いた肝臓組織は、B 型および C
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型肝炎ウイルス陰性で、術前化学療法の行われていない肉眼的に正常な部位を
用いた。具体的方法は、前還流液（ Hank’s balanced salt solution [ Gibco ] 500 
ml, グリコールエーテルジアミン四酢酸 [ 株式会社同仁化学研究所 ] 0.5 mM, 
N-2-ヒドロキンエチルピペラジン-N'-2-エタンスルホン酸 [ 株式会社同仁化学
研究所 ] 50 mM, Penicillin / Streptomycin [ Gibco ] 5 ml, pH 7.4 ）と、コラゲ
ナーゼ還流液（ D-MEM [ 和光純薬工業株式会社 ] 500 ml,Ⅰ型コラゲナーゼ
[ 和光純薬工業株式会社 ] 0.25 g,トリプシン阻害剤 [ 和光純薬工業株式会社 ] 
0.025 g, Penicillin / Streptomycin [ Gibco ] 5 ml, pH 7.4 ）とを作成する。前還
流液をシリンジに入れ、24 G 静脈留置針をつけ、グリソン鞘の脈管に挿入し、
肝臓を還流する。肝臓のふくらみや色調の変化から還流領域の多い脈管に針糸
で静脈留置針を固定する。また、還流液が漏れすぎないようアロンアルファ®
（ 東亞合成株式会社, 東京）で脈管を塞いだ。前還流の後、37 ℃ に加温した
コラゲナーゼ還流液を同じ静脈留置針から約 20 分間、50 ～ 80 cm 水柱圧で
還流し、柔らかくなった肝臓を 10 ml ピペットの先端でほぐし、ナイロンメッ
シュ等で大きな残渣を取り除き、D-MEM 中に分散細胞を取り、50 g の 2 回
の遠心分離で得られる上清を採取した 69。次に、Percoll®（  Amersham 
Biosciences, 東京 ）を用いて密度勾配遠心法で肝星細胞を採取した。Percoll®
は、二酸化ケイ素を polyvinylpyrrolidone でコーティングした 15 ～ 30 nm 
の粒子の懸濁水溶液で無色透明無害であり、細胞、細菌、ウイルスなどの密度
勾配遠心分離法では Stractan や OptiPrep などとともに一般的に広く用いら
れている。Percoll® と D-PBS とをそれぞれ 3：2、3：3、2：3 の割合で混和
し（ 比重はそれぞれ、約 1.078、1.065、1.052 g / ml ）、エッペンドルフチュ
ーブの下部から順に静置した。これを 4 ℃ に冷却保存しておき、先に採取し
た分散細胞の遠心後上清を Percoll® 水溶液の上部に静置し、遠心分離（ 700 g、
4 ℃、15 分 ）を行った 70-72。その D-MEM と比重 1.052 との間のバンドを
ピペットでゆっくりと吸い上げ、D-MEM に 10 ％ FBS を添加した細胞培養
液を用い、37 ℃ で 5 ％ 二酸化炭素下で培養した。トリプシンを用いて平均
して 4、5 回の継代ができた。 
 
３－３ ヒト血小板の採取・調整 
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 ヒト血小板は、健康な成人男性で医師からの処方薬や市販のサプリメントな
どを服用していない人から同意を得て採取した。ヒト血小板を用いた実験は、
筑波大学附属病院倫理委員会の審査を経ている。具体的には、生物学的製剤基
準血液保存液 A 液（ ACD-A 液, テルモ株式会社, 東京 ）を用い、ACD-A 液
と血液との比を 1 : 4（ 添付文書上では 3 : 20 ）となるように肘静脈から 22 G 
静脈留置針を用いて、ゆっくりとシリンジを転倒混和させながら採血した。
ACD-A 液はクエン酸ナトリウムが主な成分で、血液凝固第 Ⅳ 因子であるカル
シウムイオンを捕捉し、解離度の低いクエン酸カルシウムを生じることで血液
抗凝固作用を持つ。採取血を小型冷却遠心機 CF7D2 を用いて遠心分離（ 300 
g、4 ℃、10 分 ）すると、上清に黄色混濁した血小板多血清が得られる。これ
を別のエッペンドルフチューブに入れ替え、再度同様に遠心し赤血球をできる
だけ取り除いた。上清を別のエッペンドルフチューブに取り、遠心分離（ 1000 
g、4 ℃、15 分 ）すると血小板が沈殿する。これを洗浄用バッファー（ 塩化
ナトリウム [ 和光純薬工業株式会社 ] 20 mM、リン酸二水素ナトリウム [ 和
光純薬工業株式会社 ] 4.26 mM、グルコース [ 和光純薬工業株式会社 ] 5.5 
mM、クエン酸ナトリウム [ 和光純薬工業株式会社 ] 4.77 mM、無水クエン酸 
[ 和光純薬工業株式会社 ] 2.35 mM ）で洗浄し、再度同様に遠心をかける。こ
の血小板ペレットを D-PBS で溶解し、血球自動計測器 LC-152 （ 株式会社
堀場製作所, 京都 ）を用いて血小板数を測定の後に目的濃度に調整し、血小板
水溶液として直ちに実験に用いた。また、血小板を D-PBS に溶解した溶液を、
-80 ℃  で凍結させ 37 ℃  で融解させる操作を  5 回繰り返し、遠心分離
（ 15,000 g、4 ℃、30 分 ）した上清を血小板抽出物として実験に用いた 73。 
 
３－４ 顕微鏡による形態観察 
 Sancho-Bru らよると、線維化が進行した肝臓より採取したヒト初代肝星細
胞は活性化状態が高く、小型の類円形細胞は少なく、細長い紡錘形細胞数が多
いと報告している 74。そこで、肝星細胞形態による活性化状態を検討するため
に、D-PBS で細胞培養皿を洗浄した後に、光学顕微鏡 IX71（ オリンパス株式
会社 ）で観察した。記録には、同顕微鏡に装着したカメラ DP71（ オリンパ
ス株式会社 ）を用いた。肝星細胞の形態上の活性化状態を本実験では次のよう
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に定義した。撮影した画像上で各細胞の長径と短径を測定し、長径が短径の 2 
倍以上を活性化状態の高い紡錘形細胞（ spindle shaped cell ）、長径が短径の 2 
倍未満を活性化状態の低い類円形細胞（ oval shaped cell ）と定義した。
TWNT-1 は、細胞培養皿に散布すると 3 時間後には生存細胞はほぼすべて生
着し、類円形を呈していたが、経時的にすべての細胞が紡錘形へと変化してい
った。 
 
３－５ 細胞増殖 
 血小板には、肝星細胞を刺激する TGF-β や PDGF が含まれており、血小板
添加により肝星細胞の DNA 合成の増加や細胞増殖をきたし、肝線維化を悪化
させる可能性があるため、細胞増殖に関して  DNA 合成の指標である
5-bromo-2'-deoxyuridine（ BrdU ）の取り込み試験および、細胞全体の脱水素
酵素活性によって還元されるテトラゾリウム塩 WST-8 濃度測定試験を行い、
血小板添加培養時の生存細胞数の変化を検討した。前者は、Cell Proliferation 
ELISA BrdU colorimetric kit（ Roche, Basel, Switzerland ）を用い、後者は、
Cell Counting Kit-8（ 株式会社同仁化学研究所 ）を用いて吸光度測定器
Sunrise（ Tecan Group Ltd., Männedorf, Switzerland ）で検討した。具体的
には、TWNT-1 を 96 well プレートに 5 × 103 個 / well 播種し、血小板を
添加し、24 時間後または 48 時間後の吸光度を測定した。BrdU 取り込み試験
や WST-8 濃度測定試験では、BrdU や WST-8 添加によってバックグラウン
ドが上昇することから、BrdU や WST-8 添加の前に D-PBS で洗浄を行った。 
 
３－６ Western blot 
 培養細胞を D-PBS で洗浄の後、細胞溶解液（ 塩化ナトリウム [ 和光純薬
工業株式会社 ] 150 mM,トリスヒドロキシメチルアミノメタン塩酸 [ Tris-HCl,  
和光純薬工業株式会社 ] 50 mM, フッ化ナトリウム [ 和光純薬工業株式会社 ] 
10 mM, オルトバナジン酸ナトリウム [ 和光純薬工業株式会社 ] 1 mM, 
Nonidet P-40 [ ナカライテスク株式会社, 京都 ] 1 %、蛋白分解酵素阻害薬 
[ Roche ] １ 錠 / 50 ml ）を添加し、スクレーパーで細胞を剝がし、超音波破
砕装置 Branson Sonifier Model 250（ Branson, Danbury, CT ）を用いて約 30 
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秒間間欠的に sonication を行った。そのサンプルと同量のサンプルバッファー
（ Tris [ 和光純薬工業株式会社 ] 62.5 mM, グリセリン [ 和光純薬工業株式
会社 ] 25 %, ドデシル硫酸ナトリウム [ SDS, 和光純薬工業株式会社 ] 2.5 %, 
2-メルカプトール [ Sigma-Aldrich Co. ] 5 %, ブロモフェノールブルー[ 和光
純薬工業株式会社 ] ）を添加しよく混和の後、ホットバス ALB-300（ AGCテ
クノグラス株式会社, 千葉 ）を用いて 95 ℃で 3 分間加熱した。電気泳動に
用いるまでは -80 ℃ で凍結保存した。 
 電気泳動のためのゲルはガラス版を重ね、10 % separating gel 溶液（ 1.5 M 
Tris-HCl [ 和光純薬工業株式会社 ] 2.5 ml, 30 % アクリルアミド [ 和光純薬
工業株式会社 ] 3.3 ml, 30 % SDS [ 和光純薬工業株式会社 ] 100 μL, 10 % ペ
ルオキソ二硫酸アンモニウム  [ APS, 和光純薬工業株式会社  ] 100 μL, 
N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン [ TEMED, 和光純薬工業株式会社 ] 
10 μL / 10 ml ）に stacking gel 溶液（ 0.5 M Tris-HCl [ 和光純薬工業株式会
社 ] 630 μL, 30 % アクリルアミド [ 和光純薬工業株式会社 ] 830 μL, 30 % 
SDS [ 和光純薬工業株式会社 ] 50 μL, 10 % APS 50 μL, TEMED [ 和光純薬工
業株式会社 ] 10 μL / 5 ml ）を重ね作成した。 
 サンプルをゲルに乗せ、電気泳動用電源 myPowerⅡ-300 （ アトー株式会社,
東京 ）を用いてサンプルを約 30 分間ゲルに展開した。泳動バッファー組成は、
Tris（ 和光純薬工業株式会社 ）15.1 g、グリシン（ 和光純薬工業株式会社 ）
72 g、SDS（ 和光純薬工業株式会社 ）5 g を超純水 5 L に溶解した。その後、
セミドライブロッティング法で蛋白をポリフッ化ビニリデン膜（  PVDF, 
Millipore, Billerica, MA ）に転写した 75。PVDF 膜はメタノール（ 和光純薬
工業株式会社 ）で 1 分間親水化処理をした。ブロッティング溶液は、溶液 A
（ Tris [ 和光純薬工業株式会社 ] 25 mM, 6-アミノカプロン酸 [ 和光純薬工
業株式会社 ] 40 mM, メタノール [ 和光純薬工業株式会社 ] 10 ％ ）、溶液 B
（ Tris-HCl [ 和光純薬工業株式会社 ] 25 mM, メタノール [ 和光純薬工業株
式会社 ] 10 ％ ）、そして、溶液 C（ Tris-HCl [ 和光純薬工業株式会社 ] 300 
mM, メタノール [ 和光純薬工業株式会社 ] 10 ％ ）を作成した。電極に下か
ら順に、ろ紙 3 枚（ 溶液 A ）、ゲル、PVDF 膜、ろ紙 1 枚（ 溶液 B ）、ろ
紙 2 枚（ 溶液 C ）を乗せ、上部の電極を陽極として 30 分間通電した。 
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 その後、5 ％ スキムミルク（ 和光純薬工業株式会社 ）で振盪しながら 1
時間ブロッキングし、洗浄液（ Tris [ 和光純薬工業株式会社 ] 24.2 g, 塩化ナ
トリウム [ 和光純薬工業株式会社 ] 80 g, Tween-20 [ 和光純薬工業株式会社 ] 
5 ml を超純水 10 L に溶解したもの, pH 7.6 ）で 10 分間 3 回洗浄し、希釈
した一次抗体溶液を PVDF 膜とともにフィルムに入れ、一晩室温振盪した。抗
体希釈液は、Can Get Signal（ 東洋紡績株式会社, 大阪 ）を用いた。翌日 PVDF 
膜を洗浄液で 10 分間 3 回洗浄し、二次抗体溶液とともにフィルムに入れ 2 
時間室温振盪した。その後、PVDF 膜を洗浄液で 10 分間 3 回洗浄し、ECL 
Plus Western Blotting Detection System（ GE Healthcare, Buckinghamshire, 
United Kingdom ）と Hyperfilm ECL（ GE Healthcare ）とを用いて化学発
光法により暗室で現像した。現像したフィルムは、スキャナー GT-X700（ セ
イコーエプソン株式会社, 諏訪 ）で取り込み、NIH image version 6.0 を用い
てデンシトメトリーを行った。 
 本実験で用いた抗体は、一次抗体は、増殖関連シグナルとして抗 
Phospho-Akt（ Ser 473, Cell Signaling Technology [ Danvers, MA ] ）ウサギ
抗体、抗 Akt ウサギ抗体、抗 Phospho-Erk 1 / 2（ Thr 202 / Tyr 204, Cell 
Signaling Technology ）ウサギ抗体、抗 Erk 1 / 2 ウサギ抗体、肝星細胞活性
化の指標として抗ヒト smooth muscle actin モノクローナル抗体（ Dako, 
Glostrup, Denmark ） 6、内部標準として抗 Glyceraldehyde-3-Phosphate 
Dehydrogenase（ G3PDH, GAPDH, Trevigen, Gaithersburg, MD ）ウサギ抗
体を用いた。一次抗体は、G3PDH を 5,000 倍に、そのほかは 1,000 倍に希
釈した。二次抗体は、horseradish peroxidase（ HRP ）で標識された抗マウス 
IgG 抗体（ Cell Signaling Technology ）、抗ウサギ IgG 抗体（ Cell Signaling 
Technology ）を用いた。二次抗体は 1,000 倍に希釈した。 
 
３－７ リアルタイム polymerase chain reaction（ PCR ） 
 培養細胞からの全 RNA 採取は、FastPure RNA kit®（ タカラバイオ株式会
社, 大津 ）を用いて行った。このキットは、付属のバッファーを用いて細胞を
ホモジェナイズした後、核酸回収用ポリマーメンブレンを装着したカートリッ
ジを用い、微量遠心機で数回の洗浄操作を行うことで高純度 RNA を採取でき
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るものである。採取した RNA は、ND-1000（ Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA ）を用いて濃度や吸光度比測定を行い、260 nm と 280 nm の
吸光度比が 2.00 以上のものを次の逆転写反応に用いた。 
逆転写反応による complimentary DNA （ cDNA ）合成は、AMV Reverse 
Transcriptase（ Promega, Madison, WI ）、ランダムプライマー（ 6 mer, タ
カラバイオ株式会社 ）、dNTP Mix（ Fermentas LIFE SCIENCES, Vilnius, 
Lithuania ）を用いた。dNTP 1 mM、ランダムプライマー 0.025 μg / μl、逆
転写酵素 0.25 U / μl、そして 500 ng の全 RNA をよく混和し、PCR System 
9700（ Applied Biosystems, Foster, CA ）を用いて 30 ℃ で 10 分間、37 ℃ 
で 60 分間、95 ℃ で 5 分間、そして 4 ℃ 冷却のプロトコールで行い、cDNA 
を -80 ℃ で保存した。 
 本実験では、星細胞の活性化の指標として α-SMA の α2 helix の mRNA で
ある ACTA2、線維化関連遺伝子としてⅠ型コラーゲン α1 helix の mRNA で
ある COL1A1、肝線維化で発現の増加が報告されている TGF-β の mRNA の 
TGF-B1、線維溶解酵素である matrix metallopeptidase-1（ MMP-1 ）、MMP-1
の阻害剤である tissue inhibitor of metalloproteinase-1（ TIMP-1 ）、星細胞
が分泌するサイトカインである HGF、VEGF、IL-6、後述するが、4 種のアデ
ノシン受容体の adenosine A1 receptor（ A1-R ）、adenosine A2A receptor
（ A2A-R ）、adenosine A2B receptor（ A2B-R ）、adenosine A3 receptor
（ A3-R ）、そして、内部標準として GAPDH を検討した。mRNA の配列は、
GenBank の web サイトから検索した。プライマーの設計は Primer Express 
Software for Real-Time PCR version 3.0（ Applied Biosystems ）を用いて、
プライマー長 19 ～ 22 mer、PCR 産物長 80 ～ 150 mer、Primer Tm 値 59
～ 62 ℃ の条件で行った。プライマーペアの選択には、できる限りセルフダイ
マーやクロスダイマーを避け、お互いに 3’ 末のダイマーは候補として採用しな
かった。プライマーが機能していることは、cDNA にプライマーを添加したリ
アルタイム PCR を行い、予想 PCR 長であることを 0.005 ％ エチジウムブ
ロマイド（ Sigma-Aldrich Co. ）入り 1 ％ アガロースゲル（ 株式会社ニッ
ポンジーン, 東京 ）で電気泳動を行い確認し、また、cDNA を添加せず同条件
で同様に PCR および電気泳動を行い、予期しない PCR 産物が生じていない
17 
 
ことにより確認した。ゲル中の目的の PCR バンドから DNA を抽出し、DNA 
シーケンシングまでは行わなかった。本実験で用いたプライマーは、ゲル濾過・
簡易カラム精製をしたもので、すべて北海道システム・サイエンス株式会社（ 北
海道 ）より購入した（ 表 １ ）。 
 リアルタイム PCR は、SYBR Green Realtime PCR Master Mix-Plus（ 東
洋紡績株式会社 ）と 7300 Real-time PCR system（ Applied Biosystems ）と
を用いて、製造業者の示す標準的な方法で cDNA と試薬を混ぜ、検量線法にて
行った。サーマルサイクラーの設定は、95 ℃ で 1 分間加熱の後、95 ℃ で 15 
秒間と 60 ℃ で 1 分間の 1 サイクルを 40 サイクル繰り返した。 
 
３－８ Enzyme-linked immunosorbent assay（ ELISA ） 
 血小板はさまざまなサイトカインを内包しているため、今回の実験系での血
小板中のサイトカイン濃度を知るため、そして、in vitro で肝星細胞と共培養し
た際に肝星細胞から何らかのサイトカイン分泌を誘発する可能性があることか
ら、ELISA 法で培養上清中のヒト HGF、VEGF、TGF-β、PDGF を測定した。
測定には、それぞれ Quantikine Human HGF、TGF-β、VEGF、PDGF-BB 
Immunoassay kit（  R&D Systems, Minneapolis, MN ）と吸光度測定器 
Sunrise（ Tecan ）とを用いた。具体的には、6 well プレートに TWNT-1 を 1 
× 104 個 / well 播種した。ELISA キットの添付文章に FBS 濃度の指定があ
る際には、その濃度に従った。血小板や血小板抽出物を添加し 24 時間または 
48 時間共培養した後、培養上清を採取し遠心分離（ 15,000 g、4 ℃、30 分 ）
で血小板等の浮遊物を取り除き、ELISA の測定に用いた。サンプルは検討に用
いるまでは -80 ℃ で保存し、一度解凍したものは二度と検討には用いなかっ
た。 
 また、肝星細胞はコラーゲンを分泌することから、同様に抗ヒト procollagen 
type I C-peptide ELISA kit（ タカラバイオ株式会社 ）を用いて、培養上清中
の I型コラーゲン濃度を測定した。このキットは、実際の測定蛋白は I型プロコ
ラーゲンの C 末端であるが、細胞内エンドペプチダーゼにより I型コラーゲン
とその C 末端は必ず等モル量産生されるためⅠ型コラーゲンとみなすことが
できる 76。 
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３－９ 血小板表面のアデニンヌクレオチド濃度測定 
 Seminario-Vidal らは、培養細胞近傍の空間における ATP 濃度を ATP － 
ルシフェラーゼ反応による化学発光で測定する方法を報告している 77。具体的
原理は、ルシフェラーゼ水溶液の細胞への添加量が多い計測条件では、混合水
溶液中に存在する ATP 量は希釈されて減少するので、ルシフェラーゼ水溶液
を細胞に添加し計測される化学発光の強度は減少するが、逆にルシフェラーゼ
水溶液量を減少させていくと ATP 濃度は上昇し、化学発光の強度が増加する。
一方で、細胞表面蛋白に対する抗体にルシフェラーゼを結合させ測定した化学
発光の強度は、ルシフェラーゼ水溶液の量を減少させていけばいくほど、ルシ
フェラーゼによって測定する化学発光の強度に近似していく。抗体にルシフェ
ラーゼを結合し測定した ATP 濃度は、細胞近傍濃度と考えられるため、この
原理を応用してルシフェラーゼ水溶液量を極小に抑え、血小板表面近くの ATP 
濃度を Adenosine 5’-triphosphate Bioluminescent Assay kit（ Sigma-Aldrich 
Co. ）を用いて測定した。具体的には、約 1 × 109 個の血小板を何度も精製し、
ペレット状のものを大きなピペットで緩やかにほぐし 10 μL をチューブにと
り、同量のキットの Assay-Mix 液と混和し、ただちにルミノメーター TD 20 / 
20（ Promega ）で化学発光を 10 秒間計測した。コントロールは、同量の ATP
（ 和光純薬工業株式会社 ）水溶液を用いて検討した。 
 
３－１０ 細胞中 cyclic adenosine 5’-monophosphate（ cAMP ）濃度測定 
 細胞内 cAMP 濃度は、cAMP-Screen Assay kit（ Applied Biosystems ）で
測定した。TWNT-1 を 7 × 103 個 / well 播種し一晩培養したのち、試験物質
を添加し 1 時間後に D-PBS で洗浄し、化学発光を測定した。 
 
３－１１ 高速液体クロマトグラフィー（ high performance liquid chromato- 
graphy, HPLC ） 
 後述するが、血小板中や培養上清中のアデニンヌクレオチド測定のため東北
大学第二外科の協力を得て、HPLC で測定した。血小板中リン酸化アデニンヌ
クレオチド測定のためのサンプルは、血小板水溶液と 0.5 N 過塩素酸（ 和光
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純薬工業株式会社 ）を等量ずつ取りよく混和し、遠心分離（ 3,000 g、4 ℃、
10 分 ）で蛋白質を沈殿させ、上清を 5 N 水酸化カリウム（ 和光純薬工業株
式会社 ）で中和し、再度同条件で遠心分離を行い、0.45 μm のフィルターでろ
過し作成した。これらはすべて氷上で行い、採取後は液体窒素で急速に冷却保
存した。過去の報告にならい HPLC システムは UV-970（ 日本分光株式会社, 
東京 ）を用い、ATP、ADP、AMP の濃度を測定した 78。また、培養上清中の
アデノシン濃度は、同様にサンプリングを行い、GULLIVER HPLC-900（ 日
本分光株式会社 ）で測定した。カラムは Wakosil-II 5C18HG を用い（ 和光
純薬工業株式会社 ）、60 mM リン酸アンモニウム緩衝液（ 日本分光株式会社, 
pH 5.0 ）で還流した。 
 
３－１２ 統計学的手法 
 Student t 検定を行い、P 値が 0.05 未満を統計学的に有意差ありとした。 
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第 4章 結果 
 
４－１ 血小板の肝星細胞活性化に与える影響 
 肝星細胞は、活性化の進行とともに α-SMA の発現を増加させるため、
Western blot で α-SMA の発現変化を内部標準に GAPDH を用いて検討した。
TWNT-1 を 6 well プレートに 1 × 104 個 / well 播種し、細胞の接着の後に
プレートを洗浄し、培養液を加えた後 D-PBS をコントロールとし、血小板 1
× 108 個 / well、または血小板抽出物（ 血小板と同数相当 ）を添加し、1、4、
7 日間それぞれ培養液を交換せず培養し、プレートを洗浄の後蛋白質を採取し、
Western blot およびデンシトメトリーで検討を行った。なお、予備的な検討と
して最適の培養液中血小板濃度を決定するため、正常人や肝硬変患者の末梢血
血小板数を参考に、5 × 104 個 / μL から 5 × 105 個 / μL までの培養液中濃
度で TWNT-1 と血小板とで 1 日間共培養を行ったが、添加血小板数が多いほ
ど多くの血小板がプレートの底に沈殿し、軽い洗浄操作によって取り除くこと
ができず、Western blot のサンプリングや顕微鏡での観察に影響があると思わ
れた。そこで、肝硬変患者の末梢血血小板数の中でも少ないと考えられる 5 × 
104 個 / μL の血小板濃度で検討することとした。この血小板濃度においても培
養中は血小板が沈殿し、星細胞がわずかに透見できる程度であったが、血小板
は 7 日間の培養後でも洗浄操作で取り除くことができた。  
 Western blot の結果では、α-SMA の発現はどの群においても経時的に増加
したが、血小板添加群または血小板抽出物添加群で α-SMA の発現の増加がコ
ントロール群に比較し有意に抑制された（ 図 １A、１B ）。なお、TWNT-1 の
存在しないプレートに同様に血小板を添加培養し、洗浄の後 α-SMA の発現を
同様に検討すると、 α-SMA は経時的に減少していく傾向であった（ 図 １A ）。
また、直径 0.2 μm の細孔メッシュ（ Becton Dickinson Labware, Franklin 
Lakes, NJ ）による細胞培養チャンバーを用いて、血小板と TWNT-1 とを隔
離した状態で同様に培養し α-SMA の発現を検討すると、隔離せずに培養した
場合と比較し α-SMA の発現の差は認められなかった（ 図 １C ）。 
 一方、別の肝星細胞の活性化の指標である細胞形態について、活性化の進行
とともに細胞の形態が類円形から紡錘形になることから、顕微鏡により細胞形
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態を観察し、類円形と紡錘形とに分類してそれぞれの細胞数を計測した。培養
は、Western blot での α-SMA の検討と同様の条件で行った。TWNT-1 と血小
板あるいは血小板抽出物との共培養 4 日目の代表的光学顕微鏡像を示す（ 図 
2A ）。細胞形態の経時的変化は、すべての群で経時的に類円形細胞の割合が減
少したが、血小板添加群または血小板抽出物添加群で類円形細胞の割合がコン
トロール群と比較し有意に増加していた（ 図 2B、2C ）。 
 また、類円形細胞および紡錘形細胞における α-SMA の発現を培養細胞の免
疫染色を行い検討した。TWNT-1 を 3 × 103 個 / well で LAB-TEK®Ⅱ 
Chamber Slide（ Thermo Fisher Scientific ）に播種し一晩培養の後、D-PBS
で洗浄し、4 % パラホルムアルデヒド（ 和光純薬工業株式会社 ）で 4 ℃ で
一晩固定し、0.2 % Triton-X 100（ 和光純薬工業株式会社 ）入り D-PBSで洗
浄し、3 % 過酸化水素（ 和光純薬工業株式会社 ）入り D-PBS を用いて室温
で 30 分、および 5 % FBS 入り D-PBS を用いて室温で 30 分ブロッキング
した後、一次抗体である抗ヒト smooth muscle actin モノクローナル抗体
（ Dako ）を 100 倍に希釈し 4 ℃ で一晩反応させた。二次抗体は抗マウス 
IgG HRP-linked 抗体（ Cell signaling Technology ）を 100 倍希釈し、発色
は 3, 3’-ジアミノベンジジンテトラヒドロクロライド（ DAB, Dako ）を用い
た。結果は、どちらの細胞も同様に発色したり、同じ紡錘形細胞でも染色性に
差を認めたりしたため、培養細胞における α-SMA の発現において両者に差を
見出すことができなかった。 
 そして、肝星細胞は活性化に伴い細胞内の脂肪滴を減少させていくとされる
ことから、TWNT-1 およびヒト初代肝星細胞における脂肪滴内のビタミン A 
の自家蛍光を光学顕微鏡に付属する蛍光フィルターを用いて観察を行った。結
果は、TWNT-1 は細胞自体が小型で脂肪滴が少なく、培養 1 日後には活性化
し約 7 割が紡錘形細胞に変化することから（ 図 2B ）、脂肪滴の観察が困難で
あった。また、ヒト初代肝星細胞は、脂肪滴の観察や自家蛍光の観察を行うこ
とはできたが、紡錘形細胞へ変化するのに要する時間が TWNT-1 よりも長く必
要で、また、紡錘形細胞に変化しても予想外に多くの脂肪滴が存在したことか
ら脂肪滴からみた活性化の程度の判定をすることができなかった。 
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４－２ 血小板の肝星細胞の増殖に与える影響 
 血小板には肝星細胞を刺激する TGF-β や PDGF が含まれていることから、
血小板の肝星細胞増殖に与える影響を検討した。TWNT-1 を 96 well プレート
に 5 × 103 個 / well 播種し、血小板を添加し 24 時間後に BrdU 取り込み
試験で DNA 合成を検討し、WST-8 還元試験で生存細胞数を計測した。予備的
検討で、BrdU 取り込み試験および WST-8 還元試験ともに、添加血小板数に
応じてバックグラウンドノイズの上昇が認められたため、D-PBS で洗浄の後、
試薬の BrdU や WST-8 を添加培養し吸光度を測定した。 
 BrdU 取り込み試験では、血小板濃度によって有意差を認めなかった。一方、
WST-8 還元試験では高濃度で有意差を認めたが、血小板のバックグラウンドノ
イズが高い傾向で、BrdU 取り込み試験のようにノイズが一定ではなかった
（ 図 3A ）。なお、培養時間を 48 時間に延長しても結果は同様な傾向であっ
た。 
 また、増殖関連シグナルの検討として、一般的な Akt および ERK 1 / 2 の
リン酸化を検討した。TWNT-1 を 6 well プレートに 1 × 104 個 / well 播種
し、24 時間培養の後、血小板を 1 × 108 個 / well 添加し、0 分、5 分、15 分、
1 時間、3 時間、6 時間、24 時間後に洗浄の後に蛋白質を採取し、Western blot 
で Akt および ERK 1 / 2 のリン酸化を検討した。血小板のみの群では、Akt お
よび ERK 1 / 2 のどちらも経時的にリン酸化は増加したが、血小板添加群では
コントロール群に比較し Akt および ERK 1 / 2 のリン酸化は、血小板のみの
群と同様の時間経過で増加した（ 図 3B ）。 
 
４－３ 血小板による肝星細胞の遺伝子発現変化 
 血小板添加による肝星細胞内の遺伝子発現変化を検討した。6 cm ディッシュ
に TWNT-1 を 1 × 106 個播種の後、血小板または血小板抽出物を 5 × 104 
個 / μL の濃度で添加し、24 時間の培養後に全 RNA を採取し、リアルタイム 
PCR 法で GAPDH を内部標準に用いて次の遺伝子を検討した。 
 線維化関連遺伝子として、ACTA2、COL1A1、MMP-1、TIMP-1 を検討した。
血小板添加群では、ACTA2 および COL1A1 の発現はコントロール群に比較し
有意に減少し、MMP-1 および TIMP-1 の発現は有意に増加した（ 図 4A ）。 
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 また、肝星細胞の分泌するサイトカインの遺伝子として、TGF-β、VEGF、
HGF、IL-6 を検討した。コントロール群に比較し、TGF-β の発現は、血小板
添加群で有意に増加し、血小板抽出物添加群で有意に減少した（ 図 4B ）。
VEGF の発現は、血小板添加群および血小板抽出物添加群で有意に増加した。
HGF の発現は、血小板添加群で有意に減少したが、血小板抽出物添加群では有
意差を認めなかった。IL-6 の発現は、血小板添加群および血小板抽出物添加群
で有意差を認めなかった。 
 
４－４ 血小板による肝星細胞サイトカイン分泌への影響 
 TWNT-1 への血小板添加により各種サイトカイン遺伝子発現変化を認めたこ
とから、血小板または血小板抽出物と肝星細胞との共培養上清中のサイトカイ
ン濃度を ELISA 法にて検討した。検討したサイトカインは、TGF-β、VEGF、
HGF、PDGF-BB である。それぞれ、TWNT-1 のみの群、血小板のみの群、血
小板抽出物のみの群、TWNT-1 に血小板を添加した群、そして、TWNT-1 に血
小板抽出物を添加した群の 5 群を作成し、24 または 48 時間後の培養上清を
検討した。 
 肝星細胞は TGF-β を分泌するとされるが、本検討では TWNT-1 のみの群で
は測定感度以下であった（ 図 5A ）。血小板のみの群より血小板抽出物のみの
群のほうが有意に TGF-β 濃度は高く、また、TWNT-1 に血小板を添加した群
は  24 時間から  48 時間後にかけて  TGF-β 濃度は増加したのに対し、
TWNT-1 に血小板抽出物を添加した群では増加しなかった。 
VEGF は、TWNT-1 のみの群や血小板のみの群あるいは、血小板抽出物のみ
の群でも低濃度の結果であったが、TWNT-1 に血小板を添加した群、および、
TWNT-1 に血小板抽出物を添加した群で有意に VEGF 濃度は上昇した（ 図 
5B ）。 
 PDGF-BB は、TWNT-1 のみの群や血小板のみの群あるいは、血小板抽出物
のみの群で測定感度以下であり、残りの群でも低濃度であった（ 図 5C ）。 
HGF は、すべての群において測定感度以下で、過去の報告に矛盾はなかった
66。 
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４－５ 血小板による肝星細胞Ⅰ型コラーゲン分泌への影響 
 肝星細胞の産生する代表的な細胞外マトリックスであるⅠ型コラーゲンを
ELISA 法で検討した。肝星細胞からのサイトカイン分泌の ELISA 法による検
討時と同様に培養し、1、4、7 日間培養液を交換せずにそれぞれ培養し、上清
を遠心分離（ 15,000 g、4 ℃、30 分 ）の後に、その上清を ELISA 法で測定
した。 
 培養液中Ⅰ型コラーゲン濃度は、培養 1 日後および 7 日後では、コントロ
ール群と血小板添加群との間に有意差を認めなかったが、4 日後において血小
板添加群で有意にⅠ型コラーゲン濃度が低下した（ 図 6 ）。 
 
４－６ 血小板中の肝星細胞活性化抑制物質の検討 
 これまでの検討で、肝星細胞の α-SMA の発現の抑制や紡錘形細胞への形態
変化の抑制、そしてⅠ型コラーゲンの産生抑制など、血小板や血小板抽出物に
肝星細胞の活性化抑制効果があることが確認された。 
 そこで、ヒト血小板中の肝星細胞活性化抑制物質の検索のため、血小板抽出
物の蛋白成分に着目し、分子量の大きさにより数分画に分け、過去の血小板 α
顆粒成分の報告から活性化抑制物質の同定を試みた。具体的には、血小板抽出
物を Microsep™ Centrifugal Devices（ Pall Corporation, Port Washington, 
NY ）を用いて微量遠心機で遠心分離することで 1,000 kD 以上、1,000 ～ 300 
kD、300 ～ 100 kD、100 ～ 30 kD、30 kD 以下の分子量で 5 分画に分け、
TWNT-1 に添加し α-SMA の発現をそれぞれ Western blot で検討した。しか
し、血小板添加時のような α-SMA の発現に対する抑制効果は認められなかっ
た。一方、各分画をポリアクリルアミドゲルに展開し Zinc Stain and Destain 
Kit（ Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA ）を用いて蛋白を染色すると、
予想される分子量の分画に十分に分けられていないことが明らかになった。し
たがって、この方法で α-SMA の発現抑制効果を認めた場合、有効な物質の分
子量の範囲が同定できないと考えられ、それ以上の検討を中止した。 
 また、細胞蛋白の分画キットの ProteoExtract® Subcellular Proteome 
Extraction Kit（ Calbiochem, Darmstadt, Germany ）を用いて血小板を細胞
に見立て、核、細胞質、細胞膜、細胞骨格の分画で分け、TWNT-1 に添加し、 2 
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日間培養し細胞形態変化から活性化抑制物質の同定を試みた。しかし、核分画
にあたる fraction 3 で類円形細胞が多く認められたが、コントロールで行った
血小板成分の存在しない群でも同様な結果であったため、血小板成分による効
果とは考えにくく、それ以上の検討は中止した。 
 そこで、着眼点を α 顆粒から濃染顆粒に変え、それに含まれる主な物質で
あるセロトニン、ATP、塩化カルシウム、そして、ATP 分解産物であるアデノ
シンを選び、TWNT-1 に添加培養し細胞形態の観察を試みた。セロトニン、ATP、
塩化カルシウム、アデノシンはいずれも和光純薬工業株式会社より入手した。
過去の報告から濃染顆粒中の濃度は、セロトニン 65 mM、ATP 436 mM、カル
シウムイオン 2.2 M とされていることから 38、培養液中の濃度を、セロトニン 
1 mM、ATP 5 mM、塩化カルシウム 2 M、アデノシン 5 mM とし、それぞれ 
TWNT-1 に添加し培養を 2 日間行い細胞形態を観察した。塩化カルシウムで
はその濃度の高さのためかほぼすべての細胞が壊死をしていたが、ATP では類
円形細胞が多い印象であった（ 図 7 ）。よって、アデニンヌクレオチドに着目
しさらなる解析を行うこととした。 
  
４－６－１ 血小板抽出物の ACTA2 発現に与える影響 
 アデニンヌクレオチドは血小板抽出物中にも存在すると考えられたため、血
小板抽出物の ACTA2 発現に与える影響をリアルタイム PCR 法で血小板添加
時と同様に検討すると、血小板抽出物添加群でも血小板添加群と同様に ACTA2 
発現をコントロール群に比較し有意に抑制した（ 図 8A ）。 
また、血小板抽出物中に含有されていると考えられるサイトカインが肝星細
胞の活性化を抑制している可能性が考えられたので、PDGF 受容体阻害剤
（ Calbiochem ）や VEGF 中和抗体（ R & D Systems ）、IGF-1 受容体阻
害剤（ Calbiochem ）と血小板抽出物とをそれぞれ TWNT-1 へ添加し ACTA2 
発現をリアルタイム PCR 法で検討した。また、同時に ATP を脱リン酸化し 
ADP や AMP を生じる酵素 apyrase（ Sigma-Aldrich Co. ）を用いて、血小
板抽出物添加時の ACTA2 発現の低下が抑制されるか検討した。具体的には、6 
cm ディッシュに TWNT-1 を 1 × 106 個播種の後、各種阻害剤や分解酵素を 
30 分間添加培養した後に、血小板抽出物を血小板 5 × 104 個 / μL 相当の培
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養液中濃度で添加し、24 時間培養後 RNA を採取し、リアルタイム PCR 法で
検討した。 
 結果は、PDGF 受容体阻害剤、VEGF 中和抗体、IGF-1 受容体阻害剤では、
血小板抽出物のみを TWNT-1 へ添加した場合と比較し ACTA2 発現に変化は
認められなかったが、apyrase では血小板抽出物のみを TWNT-1 へ添加した
場合と比較し濃度依存的に ACTA2 発現を抑制していた（ 図 8B ）。 
 
４－６－２ 血小板中、血小板抽出物中、そして血小板近傍のアデニンヌクレ
オチド濃度の検討 
 過去の報告において血小板中の ATP や ADP 濃度は報告されているが、当
実験系での血小板中および血小板抽出物中のアデニンヌクレオチド濃度を明ら
かにするために、HPLC で測定した。血小板群の結果は、濃度の高い順に ATP、
ADP、AMP となった（ 図 9A ）。この結果は濃度も含め、過去の報告と同様
の結果であった 78。また、血小板抽出物群は、ATP および ADP 濃度が血小板
群より有意に低く、逆に AMP 濃度は有意に高かった。 
次に、肝星細胞のサイトカイン分泌の ELISA 法による検討と同様にして、
TWNT-1 のみの群と血小板のみの群、そして TWNT-1 と血小板とを共培養し
た群の 3 群を作り、培養上清を経時的に採取し HPLC で培養液中のアデニン
ヌクレオチド濃度を測定した。結果は、どの群も測定感度以下または、それに
近い濃度であり、HPLC で測定した同数の血小板中や血小板抽出物中のアデニ
ンヌクレオチドの濃度に比較し極めて低い濃度であった。ATP による肝星細胞
の細胞形態上の活性化抑制効果は、ATP が高濃度である時に認められたことか
ら（ 図 7 ）、アデニンヌクレオチドの血小板中の濃度と培養液中の濃度との間
の大きな違いを説明するためには、血小板よりアデニンヌクレオチドが放出さ
れる際に、血小板近傍では高濃度で、培養液全体では低濃度となる可能性が考
えられた。そこで、血小板表面近傍の ATP 濃度を ATP － ルシフェラーゼ反
応を用いて検討した。結果は、血小板表面近傍の ATP による化学発光の強度
は、ATP 水溶液 100 μM の化学発光の強度よりも有意に強いものであった
（ 図 9B ）。 
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４－７ 血小板による肝星細胞活性化抑制メカニズムの検討 
 血小板を肝星細胞に添加すると活性化が抑制され、その抑制が血小板中や血
小板表面近くに存在するアデニンヌクレオチドによるものと考えられたので、
TWNT-1 にアデニンヌクレオチドを添加し、その効果を検討した。 
 TWNT-1 を 6 well プレートに 1 × 104 個 / well 播種し、D-PBS をコン
トロール群とし、1 mM ATP を添加して培養液を交換せず １ または 7 日間培
養し、α-SMA の発現を Western blot で検討した。結果は、7 日目では α-SMA 
の発現を抑制していた（ 図 10A ）。7 日後の培養液中 ATP 濃度は検討しなか
ったが、添加した ATP は高濃度であったため、その分解物が培養液中に残存
し影響を与え続けた可能性を考え、次にアデノシンを用いて添加培養濃度を変
え同様に Western blot で検討すると、培養後 1、4、7 日目において α-SMA の
発現は、アデノシン 0 μM に比較し 1,000 μM において抑制されている傾向で
あった（ 図 10B ）。 
 次に、ヒト初代肝星細胞を 6 well プレートに 5 × 103 個 / well 播種し、
D-PBS をコントロール群とし、血小板 5 × 104 個 / μL、1 mM ATP、そして 
1 mM アデノシンを添加してそれぞれ 1、4、7 日間培養すると、血小板、ATP、
およびアデノシン添加にて α-SMA の発現を抑制している傾向であった（ 図 
10C ）。また、ヒト初代肝星細胞に血小板 5 × 104 個 / μLを添加し、7 日間
培養の後、細胞形態を観察すると、血小板添加した方が小型の細胞が多い傾向
であった（ 図 10D ）。 
 
４－７－１ 培養液中のアデニンヌクレオチド濃度変化 
 本実験系でアデニンヌクレオチドが肝星細胞に影響を与えることが明らかと
なったため、次に、経時的な培養液中のアデニンヌクレオチドの濃度変化を
HPLC で検討した。TWNT-1 またはヒト初代肝星細胞を 6 well プレートに 3 
× 104 個 / well 播種し、1 mM ATP を添加し 0、6、24 時間後に培養上清を
採取し、HPLC で測定した。 
 培養液中に細胞を培養しない状態での ATP、ADP、および AMP の合計し
た濃度は、0 時間値と 6 時間値とでは有意差を認めなかったが、24 時間後に
は 0 時間値の約 90 ％ であった（ 図 11A ）。また、TWNT-1 およびヒト初
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代肝星細胞を培養した状態では、その合計した濃度は、細胞を培養しない状態
より有意に低下していた。 
 次に、TWNT-1 に 1 mM ATP または 1 mM アデノシンを添加し、同様に
24 時間後のアデノシン濃度を HPLC で検討すると、TWNT-1 にアデノシンを
添加して 24 時間後のアデノシン濃度は、培養液中にアデノシンのみの状態の 
24 時間後のアデノシン濃度より低かった（ 図 11B ）。また、TWNT-1 に ATP
を添加して 24 時間後のアデノシン濃度は、培養液中に ATP のみまたは 
TWNT-1 のみの状態のアデノシン濃度より有意に高い結果であった。 
 
４－７－２ アデノシンのセカンドメッセンジャー 
 TWNT-1 が ATP を分解しアデノシンを培養液中で生じさせ（ 図 11B ）、
一方では、アデノシンが 7 日間の培養後でも α-SMA の発現を抑制していたこ
とから（ 図 10B ）、アデノシンのシグナルが細胞内に伝達され、α-SMA の発
現を抑制している可能性が考えた。そこで、肝星細胞に関するアデノシンのセ
カンドメッセンジャーを過去の文献から検討すると、アデノシン受容体を介し 
cAMP がシグナルを細胞内へ伝達していることが分かった 79。また、cAMP の
濃度上昇は、cAMP-dependent protein kinase （ PKA ）の活性化を促し、
cAMP-response element binding protein （ CREB ）の Ser 133 のリン酸化
につながることが明らかにされていた 80。 
 そこで、TWNT-1 におけるアデノシンシグナル伝達の経路の検討として、ア
デノシン受容体の発現の有無、セカンドメッセンジャーである細胞内 cAMP 濃
度の測定、および CREB の Ser 133のリン酸化を順に検討した。TWNT-1 の
全 RNA より作成した cDNA を 4 種のアデノシン受容体（ A1、A2A、A2B、
A3 ）のプライマーでそれぞれ PCR し、アガロースゲル電気泳動で mRNA の
発現を検討した。結果は、4 種類すべてのアデノシン受容体の mRNA が発現
していた（ 図 11C ）。 
また、cAMP 濃度の測定は、 TWNT-1 を 96 well プレートに 7 × 103 個 / 
well 播種し、1 mM ATP、1 mM アデノシン、または、血小板 1 × 105 個 / μL 
を添加し、1 時間後の細胞内 cAMP 濃度を測定した。結果は、1,000 μM アデ
ノシンおよび血小板添加時に、TWNT-1 のみの場合に比較し有意に cAMP 濃
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度が上昇していた（ 図 11D ）。 
 最後に、TWNT-1 の血小板添加培養時の CREB の Ser 133 のリン酸化を、
抗 Creb Phospho（ pS133 ）モノクローナル抗体（ Epitomics Inc., Burlingame, 
CA ）を用いて Western blotで検討を行ったが、この蛋白自体の検出ができな
かった。 
 
４－８ VEGF の肝星細胞に対する影響 
 血小板および血小板抽出物を TWNT-1 に添加培養すると VEGF の分泌を
認めたことから（ 図 4B、5B ）、VEGF （ Antigenix America Inc., Huntington, 
NY ）を TWNT-1 に添加し、上記と同様な方法によって、BrdU 取り込み試
験や、増殖関連シグナルへの影響および α-SMA 発現に対する影響を検討した。 
 BrdU 取り込み試験では、VEGF 添加による影響を認めなかった（ 図 12A ）。
Akt や ERK 1 / 2 のリン酸化も変化を認めなかった（ 図 12B ）。そして、
α-SMA の発現に対する影響も認めなかった（ 図 12C ）。 
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第 5章 考察 
 
５－１ 肝星細胞と血小板 
 本実験は、ヒト肝星細胞とヒト血小板とを in vitro で共培養した世界で初め
ての検討である。結果からは、ヒト血小板および血小板抽出物は、ヒト肝星細
胞の α-SMA の発現を抑制し（ 図 1 ）、類円形細胞の割合を高めたことから
（ 図 2 ）、直接的に肝星細胞活性化に対する抑制的影響を及ぼしていることが
示された。また、今回の結果はヒトより採取した材料を用いていることから、
血小板増加製剤あるいは血小板由来製剤によるヒト肝硬変治療法の臨床応用を
考慮した場合、基礎的データとして用いることができると考えられる。しかし、
生理的な条件下では、血小板は肝類洞内を常に循環しているが、直接的に肝星
細胞に接触するのではなく、類洞内皮細胞を隔て肝細胞や肝星細胞に近接して
存在している。本実験の結果では、両者が近接した条件で肝星細胞の活性化抑
制効果が発揮されることから（ 図 1C、図 9B ）、生理的条件に照らし合わせ
ると、薄い類洞内皮細胞の壁や無数に空いた ” sieve plate ” と称される物質交
換のための小孔を介した 81、血小板からの高濃度アデニンヌクレオチドの放出
が重要になると考えられる。肝硬変患者の肝類洞内皮細胞では、この無数の小
孔が消失し、正常肝では認められない細胞外マトリックスの膜が類洞内皮細胞
と肝細胞との間に認められるようになり、物質の交換に悪影響を与えるといわ
れている 82。仮に、本実験で想定される肝星細胞活性化抑制メカニズムが生体
内に備わっているならば、肝硬変患者においては、物質交換の障害や血小板数
の減少により、血小板の肝星細胞活性化の抑制作用が抑制され、肝硬変患者の
肝星細胞の活性化から線維化の増悪につながることになり、この仮説に矛盾は
生じないと考えられる。一方、メカニズムは不明だが Disse 腔に血小板が存在
する現象が動物モデルやヒトの C 型肝炎患者で確認されていることから
50,83,84、in vitro で行ったように、血小板が直接的に肝星細胞に作用する生体内
の仕組みが存在する可能性は否定できない。 
 筑波大学消化器外科による肝線維化モデルに対する TPO を用いた血小板増
加療法が肝線維化を抑制するという結果に関しても、本研究のメカニズムが当
てはまる可能性がある 63,64。しかし、TPO 投与された肝線維化モデル肝臓内 
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HGF 濃度が上昇していたことから 63、Kodama らが指摘するように 65、肝線
維化モデル動物においては血小板の増加が肝内 HGF 濃度の上昇をきたし、こ
の作用により線維化抑制に結び付いたとも考えられる。 
 今回の実験系では、血小板内に存在する肝星細胞を刺激活性化するサイトカ
インである TGF-β や PDGF が存在しても（ 図 5 ）、血小板および血小板抽
出物は肝星細胞活性化抑制効果を示した。本実験系の TGF-β の血小板抽出物
添加時の濃度は約 3,500 pg / ml であり（ 図 5 ）、一方、血小板中の TGF-β の
影響を避けるために  platelet poor plasma を作成しヒト慢性肝炎患者の 
TGF-β 濃度を測定した研究では、正常人が 1,130 pg / ml で慢性肝炎患者では 
2,310 pg / ml であった 85。つまり、血小板抽出物添加時の TGF-β 濃度は、慢
性肝炎患者の血小板の影響を除いた血清 TGF-β 濃度よりも高い状態であった
ことになるので、肝星細胞活性化作用を打ち消すほど強い作用をアデニンヌク
レオチドが示した可能性がある。あるいは、同時に添加されている血小板抽出
物中の未知の物質が、何らかの追加的な肝星細胞活性化抑制作用を及ぼしてい
た可能性もあり検討が必要と考えられる。 
 血小板による肝星細胞に対する DNA 合成に与える影響は、血小板が肝星細
胞増殖効果のある PDGF を内包するのにもかかわらず、今回の検討では認めら
れなかった（ 図 3A ）。ELISA の結果からは、PDGF の培養液中濃度が低濃
度であったためとも考えられるが（ 図 5C ）、この考え方が成立するには、
PDGF 以下のシグナルの検討を行う必要があると考えられる。また、増殖関連
シグナルシグナルの Akt および ERK 1 / 2 に関しては、血小板のみの群と血
小板添加群において同様な時間経過で蛋白のバンドが厚くなる結果であった
（ 図 3B ）。血小板のみをディッシュに播種し洗浄しても血小板や血小板由来
蛋白が完全に除去できておらず、血小板による肝星細胞の増殖関連シグナルに
与える影響は今回の検討方法では不明であった。 
 血小板による α-SMA の発現抑制効果は、蛋白や mRNA レベルで示された
が、血小板にも α-SMA の蛋白が存在していることから（ 図 1A ）、mRNA も
存在していると考えられる。洗浄後のディッシュに残存する血小板中にどの程
度 ACTA2 が残存するかの検討は行わなかったが、残存する量が多い場合には、
本検討で示した図 4A の ACTA2 の血小板添加群の結果はさらに抑制されて
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いた可能性がある。しかし、その場合、より血小板中の mRNA の量が培養系
に混じる可能性が少ないと考えられる血小板抽出物による ACTA2 の発現抑制
効果が、血小板よりも低いことについての説明は困難になる（ 図 8A ）。 
 また、今回の検討では行わなかったが、血小板がアデニンヌクレオチドを放
出するには何らかの刺激が必要と考えられる。トロンビンのような急激な刺激
では、培養液中で急激に血小板内容物が枯渇あるいは活性を失うことが予想さ
れることから、活性化抑制効果の有効な時間を考えると、慢性的に少しずつ放
出していく現象が続いていた可能性があると考えている。血小板の崩壊や劣化
が少しずつ起きていた可能性や、肝星細胞の産生するコラーゲンとの持続的な
反応などが考えられる 86,87。なぜならば、本実験系では血液凝固系のシステムは
存在しないことから、血小板活性化で接着は起きても強固な凝集や白色血栓ま
では形成されず、急激な内部の物質の放出は起きにくいと考えられるからであ
る。その証拠には、培養液中で 7 日間培養した後でも血小板は、振動で動揺し、
軽い洗浄で取り除くことができた。むしろ、培養 1 日目の血小板のほうが洗浄
で取り除きにくかったが、この理由は不明である。また、培養 7 日後の血小板
機能についての検討を行っていないが、肝星細胞の活性化抑制に効果のあるア
デニンヌクレオチドは、おそらく血小板内の代謝や血小板からの漏出により減
少していると思われ、血小板機能や肝星細胞活性化抑制作用は減弱していると
思われる。肝星細胞の活性化抑制作用も培養液中の血小板を短いサイクルで新
しいものと交換すれば、より高い活性化抑制効果を持続的に示す可能性はある
と思われる。また、アデノシンは、血小板凝固を抑制する作用も知られている
ので 88、肝星細胞が作り出したアデノシンが血小板の活性化抑制に寄与し、肝
星細胞の活性化抑制効果の持続性に貢献した可能性もあると考えられる。 
 
５－２ 肝星細胞内 cAMP とアデノシン 
 本実験では、アデノシンシグナルのセカンドメッセンジャーとしての細胞内
cAMP 濃度を測定した。しかし、静止型肝星細胞の細胞内 cAMP について文
献的考察を加えると、細胞内 cAMP 濃度上昇が肝星細胞において増殖抑制に関
与していたり 89、細胞内  cAMP 濃度を上昇させる  cyclic nucleotide 
phosphodiesterase（ PDE ）阻害剤が、肝星細胞の transdifferentiation を抑
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制したりするとの報告が認められ 90、細胞内 cAMP 濃度の上昇は、アデノシン
シグナルの伝達のほかに、肝星細胞が静止型を保つためにも重要であることが
うかがわれた。さらに、cAMP 濃度の上昇は、PKA の活性化から CREB の
Ser 133 のリン酸化につながり 80、このリン酸化が cAMP 濃度上昇によるさま
ざまな転写反応に重要とされている。本実験では、Western blot による検討で
は蛋白の検出ができなかったが、CREB の Ser 133 のリン酸化によって肝星細
胞の増殖が抑制されるとする報告を認めることから 91、cAMP 濃度の上昇は抗
線維化作用を検討する上で重要であると考えられた。本実験では、活性化状態
の低いと考えられる培養 １ 日後の TWNT-1 において、アデノシン等を添加し
て 1 時間後の一点でしか細胞内 cAMP 濃度を検討していない。培養日数の経
過した活性化した細胞において同じ刺激を行った場合や、同じ刺激の経時的な
変化なども検討できれば肝星細胞内 cAMP についてより理解が深まった可能
性がある。一方、心臓や肺の線維芽細胞でも cAMP 濃度の上昇が抗線維化効果
に重要との研究結果も示されており 92,93、関連性が興味深い。 
 また、血小板からのアデニンヌクレオチドが培養液中で肝星細胞に分解され、
アデノシンを生じ、同セカンドメッセンジャーへ刺激を伝達したことから（ 図 
11 ）、肝星細胞がアデニンヌクレオチド分解酵素を持つ可能性が考えられたた
め、過去の報告の検索を行うと、ATP を ADP に、または ADP を AMP に
脱リン酸化する酵素の  ecto-nucleotide triphosphate diphosphohydrolase 
family（  E-NTPDase ）、 ATP を  AMP に脱リン酸化する酵素の 
ecto-nucleotide pyrophosphatase / phosphodiesterase family（ E-NPP ）、
AMP をアデノシンへ脱リン酸化する酵素の ecto-5’-nucleotidase（ CD 73 ）
のすべてが発現していることが報告されていた 94-96。つまり、今回の実験系で
は、肝星細胞は近傍に存在する血小板からアデニンヌクレオチドの供給を受け
ながら、肝星細胞膜上の各酵素でアデノシンまで分解し、アデノシンが肝星細
胞にシグナルを与え活性化を抑制し続けていた可能性が考えられる。本実験結
果、および過去の報告から推定される血小板による肝星細胞活性化抑制メカニ
ズムを模式図に示す（ 図 13 ）。 
 さらに、Andrade らは、CD73 によるアデノシン産生が肝星細胞の機能を制
御すると報告し 97、また、Hernández-Muñoz らは、アデノシンの肝線維化モ
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デル動物への投与が線維産生の抑制と線維分解の促進に関与すると報告してお
り 97,98、ATP やアデノシンを肝星細胞に供給し続けることが肝星細胞の活性化
の抑制や線維化の抑制に重要であると思われた。 
 一方、アデノシンのさらなる分解を考えると、アデノシンはアデノシンデア
ミナーゼ等によりさらにイノシンやヒポキサンチンなどに分解されていくこと
から 99、これらの代謝物と肝星細胞との関係についても検討の余地が残されて
いると思われた。また、肝星細胞に ATP やカルシウムを添加した in vitro の
検討のうち活性化抑制について述べたものは認められなかった 100。 
 
５－３ アデノシン受容体と線維化 
 本実験は、ATP やアデノシンが肝星細胞活性化抑制効果を示すことで肝線維
化抑制効果に貢献するという結果であったが、アデノシンが肝線維化を悪化さ
せるとの研究結果も存在する。Chan らは、A2A 受容体ノックアウトマウスや
野生型マウスへの選択的 A2A 受容体阻害剤投与において、肝線維化が抑制さ
れたとしている 101。つまり、細胞内 cAMP 濃度を上昇させにくい環境では、
肝線維化が抑制されると報告している。また、Peng らは、CD73 ノックアウト
マウスで肝線維化が抑制されたとしている 102。つまり、組織でのアデノシン濃
度を上昇させにくい環境では、肝線維化が抑制されたと報告している。 
このように、アデノシンに対する肝線維化への影響が異なる背景を考察する
と、アデノシン受容体は 7 回膜貫通型蛋白で、A1、A2A、A2B、A3 の 4 種
類が知られているが、A1 および A3 受容体は cAMP 濃度を減少させ、A2A お
よび A2B は増加させるとされる 79。また、動物種や組織によっても発現量が
異なり、アデノシンに対する応答速度や受容体への親和性の違いも指摘されて
いる。これらの違いは、アデノシンに対する応答性の実験結果が異なる原因の
一つして考えられる。また、アデノシン受容体は desensitization という受容
体自身がリン酸化や β-arrestin 結合を受けシグナルを減少させる反応や、 
internalization という受容体が細胞内に取り込まれる現象を通じて、受容体自
身がアデノシンシグナルを調節しているが、この複雑な反応もアデノシンに対
する肝線維化刺激の結果に関与していると考えられる 103。また、アデノシン受
容体の多くは二量体を形成し 104、アデノシンに対する親和性の違いなどからお
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互いに影響を及ぼすとされる 105。アデノシン研究の盛んなニューロンでは、低
濃度アデノシンでは興奮しないニューロンも高濃度アデノシンでは脱分極する
などの現象があり 106、アデノシン刺激という観点から肝線維化を見た時に、肝
線維化に対する結果が異なる説明になる可能性を示していると思われた。しか
し、これらの検討は、肝線維化研究においていまだ検討されたことのない領域
であり、今後の課題と考えられる。 
 そこで、desensitization の検討よりも容易に行うことのできるアデノシン受
容体の発現について、アデノシン濃度の違い（ 1 μM と 1,000 μM ）で各受容
体の発現レベルに変化を認めるかをリアルタイム PCR 法で検討を行った。検
討方法は、TWNT-1 に血小板を添加しリアルタイム PCR を行った時と同様に
行った。結果は、A1 受容体の発現は 1,000 μM で低下し、A2A 受容体の発現
は 1 μM で低下し、A2B 受容体の発現は 1,000 μM で低下し、A3 受容体の
発現は 1 μM で低下していた（ 図 13 ）。この結果からは、完全なネガティブ
フィードバックは示されなかったが、アデノシン濃度の違いにより受容体の遺
伝子発現量が変化する可能性が示唆され、アデノシン濃度の違いは細胞内 
cAMP 濃度に影響を与えることが示唆された。 
 
５－４ 血小板による肝星細胞遺伝子発現変化 
 血小板添加培養時の TWNT-1 における線維化関連遺伝子の発現の変化は、
COL1A1 の発現が減少し MMP-1 の発現が増加したので（ 図 4 ）、肝内細胞
外マトリックスに対する影響を考慮すると肝内細胞外マトリックス量は減少す
ると考えられる。しかし、MMP-1 の阻害剤である TIMP-1 の発現はわずかに
増加し、血小板添加時には TGF-β の発現が増加し HGF 発現が減少したこと
から、細胞外マトリックス減少作用と同時に細胞外マトリックスの増加方向へ
の効果もあると考えられた。この点については、本研究では TWNT-1 による線
維分解能を検討する zymography を施行していないことから、総合的な細胞外
マトリックスに対する血小板の効果は不明な点が残るが、肝線維化モデルに
TPO による血小板増加作用が肝線維化を改善させたという in vivo の実験結
果と合わせて考えると、zymography では血小板が肝星細胞による線維分解を
促進すると思われる。また、zymography を行う場合には、肝星細胞は細胞外
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マトリックス上で培養すると活性化状態が低下することから、実験方法に工夫
が必要と思われた 107。 
 また、肝星細胞における VEGF の遺伝子発現と蛋白分泌は、血小板および血
小板抽出物添加で増加した（ 図 4B、5B ）。したがって、血小板内に VEGF 分
泌作用を示す物質が存在すると考えられる。VEGF は血管透過性を亢進させる
物質で、肝類洞内皮細胞に対しては、無数に存在する小孔を増加させたり拡張
させたりする作用を持つ 108。また、肝線維化で失った小孔を改善させる作用も
報告され 109、血小板による肝星細胞への VEGF 分泌刺激が in vivo でも認め
られるならば、血小板による肝星細胞へのアデニンヌクレオチド供給の可能性
を向上させるため、血小板による VEGF 分泌刺激作用は、間接的に肝線維化に
対する改善効果を促進していると考えられた。 
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第６章 結論 
 
 ヒト血小板は、ヒト肝星細胞の活性化を抑制し、Ⅰ型コラーゲン産生を抑制
することで、肝線維化抑制に貢献すると考えられる。そのメカニズムは、ヒト
血小板からのアデニンヌクレオチドの放出による肝星細胞内 cAMP 濃度の上
昇によるのもと考えられた。今後、血小板増加薬の慢性肝炎や肝硬変患者への
応用により、肝線維化の抑制や発癌の抑制につながるものと期待したい。 
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図 １ 
 
 
 
 
血小板および血小板抽出物は肝星細胞の α-SMA の発現を抑制する 
（ A ） 肝星細胞株 TWNT-1 に D-PBS（ コントロール群 ）、または血小板 5 
× 104 個 / μL 添加し（ 血小板添加群 ）、1、4、7 日間培養した後 Western blot 
で α-SMA の発現を検討し、デンシトメトリーで定量した。（ B ） 血小板抽出
物を血小板添加群と同量相当を添加し（ 血小板抽出物添加群 ）同様に α-SMA
の発現を検討し、デンシトメトリーで定量した。（ C ） 血小板 5 × 104 個 / μL 
をチャンバー内に入れ、TWNT-1 と隔離して同様に培養し α-SMA の発現を 
Western blot で検討した。グラフは、平均値 ± 標準偏差で示す。 
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図 ２ 
 
 
 
 
 
 
血小板および血小板抽出物は肝星細胞の類円形細胞の割合を増加させる 
（ A ） TWNT-1 に D-PBS（ コントロール群 ）、血小板または血小板抽出物 
5 × 104 個 / μL をそれぞれ添加し（ それぞれ、血小板添加群、血小板抽出物
添加群 ）、4 日間培養した代表的光学顕微鏡像（ x 200 ）を示す。矢印は活性
化状態の低いと考えられる類円形細胞。（ B ） TWNT-1 に血小板を 5 × 104
個 / μL 添加し、1、4、7 日間培養した後に類円形細胞数割合を計測した。（ C ） 
TWNT-1 に血小板抽出物を 5 × 104 個 / μL 相当添加し、1、4、7 日間培養
した後に類円形細胞数を計測した。グラフは、平均値 ± 標準偏差で示す。 
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図 ３ 
 
 
 
 
血小板は肝星細胞の DNA 合成に影響を与えない 
（ A ） DNA 合成の指標である BrdU 取り込み試験と細胞数の指標である
WST-8 還元試験を TWNT-1 に血小板を添加し 24 時間後に行った。（ B ） 増
殖関連シグナルの Akt と ERK 1 / 2 のリン酸化を血小板添加し、0 分、5 分、
15 分、1 時間、3 時間、6 時間、24 時間後に蛋白質を採取し Western blot で
検討した。グラフは、平均値 ± 標準偏差で示す。 
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図 ４ 
   
     
 
血小板および血小板抽出物の肝星細胞内遺伝子発現に与える影響 
（ A ）（ B ） TWNT-1 に D-PBS （ コントロール群 ）、血小板または血小
板抽出物 5 × 104 個 / μL をそれぞれ添加し（ それぞれ、血小板添加群、血
小板抽出物添加群 ）24 時間後に RNA を採取し、リアルタイム PCR 法で各
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遺伝子発現を検討した。グラフは、平均値 ± 標準偏差で示す。 
図 ５ 
 
 
 
 
 
 
 
血小板は肝星細胞からの VEGF 分泌を促進する 
TWNT-1 に血小板あるいは血小板抽出物を 5 × 104 個 / μL 添加し、24 また
は 48 時間後に培養上清を採取し、ELISA で TGF-β、VEGF、PDGF-BB を
検討した（ それぞれ、A、B、C ）。HGF はすべて群の検討で検出感度以下で
あった。グラフは、平均値 ± 標準偏差で示す。 
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図 ６ 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
血小板は肝星細胞のⅠ型コラーゲン分泌を抑制する 
TWNT-1 に D-PBS （ コントロール群 ）または血小板 5 × 104 個 / μL （ 血
小板添加群 ）添加し、1、4、7 日間培養した上清中Ⅰ型コラーゲン濃度を ELISA 
法で測定した。グラフは、平均値 ± 標準偏差で示す。 
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図 ７ 
 
 
 
 
 
 
 
代表的血小板濃染顆粒中物質の肝星細胞の細胞形態に対する影響 
TWNT-1 に 1 mM セロトニン、2 M 塩化カルシウム、5 mM ATP、または 5 
mM アデノシンを添加後 2 日目に光学顕微鏡で観察した（ x 200 ）。 
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図 ８ 
 
 
     
     
 
血小板抽出物中の肝星細胞活性化抑制物質の検討 
（ A ） TWNT-1 に D-PBS （ コントロール群 ）または血小板 5 × 104個 / 
μL 相当の血小板抽出物を添加し（ 血小板抽出物添加群 ）、24 時間後に RNA 
を採取しリアルタイム PCR 法で ACTA2 の発現を検討した。（ B ）同様にし
て、PDGF 受容体阻害剤、VEGF 中和抗体、IGF-1 受容体阻害剤、ATP 分解
酵素を添加し 30 分後、血小板 5 × 104 個 / μL 相当の血小板抽出物を添加し、
24 時間後に RNA を採取しリアルタイム PCR 法で ACTA2 の発現を検討し
た。グラフは、平均値 ± 標準偏差で示す。 
46 
 
 
図 ９ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
血小板中、血小板抽出物中、そして血小板近傍のアデニンヌクレオチド濃度 
（ A ） 血小板および血小板抽出物 1 × 108 個中のアデニンヌクレオチドを
HPLC で測定した（ それぞれ、血小板群、血小板抽出物群 ）。（ B ） 血小板
ペレットを少量のクエン酸緩衝液でほぐし、ATP ― ルシフェラーゼ反応によ
る化学発光を 10 秒間測定した。100 および 1,000 μM ATP 水溶液を対照とし
た。グラフは、平均値 ± 標準偏差で示す。 
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図 １０ 
 
 
アデニンヌクレオチドは肝星細胞の α-SMA 発現を抑制する 
（ A ） TWNT-1 に 1 mM ATP を添加し、1 または 7 日間培養後 Western 
blot で α-SMA の発現を検討した。（ B ） TWNT-1 にアデノシンを添加し、
1、4、7 日間培養後 Western blot で α-SMA の発現を検討した。（ C ） ヒト
初代肝星細胞に血小板 5 × 104 個 / μL、1 mM ATP、1 mM アデノシンを添
加し、1、4、7 日間培養後 Western blot で α-SMA の発現を検討した。（ D ） 
ヒト初代肝星細胞に血小板 5 × 104 個 / μL を添加し、7 日間培養し光学顕微
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鏡で細胞形態を観察した（ x 200 ）。 
図 １１ 
 
 
肝星細胞によるアデニンヌクレオチド代謝とアデノシンシグナル 
（ A ） TWNT-1 またはヒト初代肝星細胞に 1 mM ATP を添加し、培養液中
の経時的なアデニンヌクレオチド濃度を HPLC で検討した。（ B ） TWNT-1
に 1 mM ATP または 1 mM アデノシンを添加し、24 時間後の培養液中のア
デノシン濃度を HPLC で検討した。（ C ） TWNT-1 のアデノシン受容体の 
mRNA 発現を PCR 後にアガロースゲルによる電気泳動で確認した。（ D ）
TWNT-1 の細胞内 cAMP 濃度を ATP、アデノシン、血小板、または血小板抽
出物添加 1 時間後に検討した。グラフは、平均値±標準偏差で示す。 
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図 １２ 
 
 
 
VEGF の肝星細胞に対する影響 
（ A ） TWNT-1 に VEGF を添加し、24 時間後の BrdU 取り込み試験を行
った。（ B ） TWNT-1 に VEGF 1 ng / ml を添加し、増殖関連シグナルの Akt 
と ERK 1 / 2 のリン酸化を、0 分、5 分、1 時間、3 時間、6 時間、24 時間
後に蛋白質を採取し Western blot で検討した。（ C ） TWNT-1 に D-PBS 
（ コントロール群 ）または VEGF 500 pg / ml 添加し（ VEGF 群 ）、1、4、
7 日間培養した後 Western blot で α-SMA の発現を検討した。グラフは、平均
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値±標準偏差で示す。 
図 １３ 
 
 
     
 
 
 
血小板による肝星細胞活性化抑制メカニズム 
血小板は、ATP や ADP などのアデニンヌクレオチドを放出し、それらが肝星
細胞の細胞膜に発現している、ATP を ADP あるいは ADP を AMP に脱リ
ン酸化する酵素  ecto-nucleotide triphosphate diphosphohydrolase family 
（  E-NTPDase ）、ATP を  AMP に脱リン酸化する酵素 ecto-nucleotide 
pyrophosphatase / phosphodiesterase family（ E-NPP ）、AMP をアデノシ
ンへ脱リン酸化する酵素 ecto-5’-nucleotidase（ CD73 ）によりアデノシンに
分解され、アデノシン受容体を活性化し  cAMP 濃度を上昇させ、
cAMP-dependent protein kinase（ PKA ）の活性化を促し、cAMP-response 
element binding protein（ CREB ）のリン酸化から、活性化抑制やコラーゲ
ン産生の抑制につながると考えられる。 
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図 １４ 
   
 
     
アデノシンの肝星細胞アデノシン受容体発現に与える影響 
TWNT-1 に D-PBS（ コントロール ）または、1 μM または 1,000 μM アデ
ノシンを添加し、24 時間後に RNA を採取しリアルタイム PCR 法でアデノシ
ン受容体 A1-R、A2A-R、A2B-R、A3-R の発現を検討した。グラフは、平均値
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±標準偏差で示す。 
表 １ 
プライマーリスト 
Gene name GenBank 
accession number 
forward ( 5’ to 3’ ) reverse ( 5’ to 3’ ) 
ACTA2 NM_001613  CAGGGCTGTTTTCCCATCCA CCTCTTTTGCTCTGTGCTTCGT 
COL1A1 Z74615 GGGCTTGCCTTCCATTCCT GGAAGTAGAAAGGTTTGCGGTATAA
MMP1 NM_002421  CACAGCTTCCCAGCGACTCT GCCACTATTTCTCCGCTTTTCA 
TIMP1 NM_003254 ACTGTTGGCTGTGAGGAATGC GGTCCGTCCACAAGCAATG 
TGF-beta1 NM_000660 TGGAAACCCACAACGAAATCT AGAGCAACACGGGTTCAGGTA 
HGF NM_000601 AGACACCACACCGGCACAA GCGGGTGTGAGGGTCAAGA 
VEGF NM_001025366      TCCTCACACCATTGAAACC TGGAGGAAGGTCAACCAC 
IL-6 NM_000600 CCTGACCCAACCACAAATGC CCTTAAAGCTGCGCAGAATGA 
ADORA1 NM_000674 CCTCACGCACGGCAACTC TGGCAGCGGAAATGGTCAT 
ADORA2A NM_000675 CTGCTGGCTGCCCCTACAC GAAGGGATTCACAACCGAATTG 
ADORA2B M97759 GCTCTTCGCCATCCCCTTT CACGAAGCAGGCGAGGAA 
ADORA3 NM_000677 GTCAGCCTGGGCATCACAAT CACAGCGATGGCCAGCAA 
GAPDH NM_002046 GGAGTCCACTGGCGTCTTCA TTCACACCCATGACGAACATG 
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